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OZET

KECIBOYNUZU MEYVESININ KALITE OZELLIKLERININ FTIR
SPEKTROSKOPISi iLE TAHMIN EDILMESI

Sibel AYDIN
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Pinar KADIROGLU KELEBEK
Haziran 2020, 39 sayfa

Bu caligma ile ke¢iboynuzu meyvesinin toplam fenolik madde miktari, antioksidan kapasitesi,
antimikrobiyal aktivitesi gibi kalite 6zelliklerinin belirlenerek FTIR spektroskopisi ile bazi
kalite ozelliklerinin tahmin edilmesi hedef alinmistir. Bu amagla calismada kegiboynuzu
ornekleri alinarak su, etanol, metanol ve bunlarin hacimce %350 oranlariyla ekstraktlar
hazirlanmistir. Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek metanol ile ekstrakte edilen
kegiboynuzu orneginde (1,56+0,09 ug GA/g), onu takiben su ekstraktinda tespit edilmistir. En
diisiik antioksidan kapasitesi etanol ve metanol ¢dzgenlerinin kullanildigr 6rneklerde
gozlenmistir. En yiiksek antioksidan kapasite su ile ekstrakte edilen kegiboynuzu 6rneginde
belirlenmis, bu 6rnegi %50 etanol ve %50 metanol ile ekstrakte edilen ornekler takip etmistir.
Calismada ayrica farkli ¢ozgenler kullanilarak ekstrakte edilen keg¢iboynuzu oOrneklerinin
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli mikroorganizmalari
lizerine antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Su ve %50 etanol ekstrakti (ES) Escherichia coli
bakterisine kars1 antimikrobiyal etki gosterirken diger bakteriler lizerine antimikrobiyal etki
gozlenmemistir. %50 metanol (MS) ekstrakti ise Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi
antibakteriyel etki gostermistir. FTIR spektroskopisi ile elde edilen veriler kullanilarak kismi
en kiiclik kareler (PLS) regresyon analiz yontemi ile toplam fenolik madde ve antioksidan

kapasitesi degerleri tahmin edilmeye ¢alisilmis ve R? degerleri %97°den biiyiik bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Keg¢iboynuzu, FTIR spektroskopisi, kalite, PLS



ABSTRACT

PREDICTION OF QUALITY PROPERTIES OF THE CAROB FRUIT WITH THE
FTIR SPECTROSCOPY

Sibel AYDIN
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Pinar KADIROGLU KELEBEK
June 2020, 39 pages

In this study it was aimed to determine the quality properties such as the total phenolic
content, antioxidant capacity and antimicrobial activity of the carob fruit and to predict some
of these quality parameters using the FTIR spectroscopy. For this purpose, extracts were
prepared from carob samples with water, ethanol, methanol and 50-50 v/v mixture of these.
The total phenolic content was determined to be the highest in the methanol extract and the
second highest in the water extract. The lowest antioxidant capacity was observed in the
samples extracted with ethanol and methanol solvents, respectively. The highest antioxidant
capacity was observed in the samples extracted with water, followed by 50-50 v/v ethanol and
methanol extracts, respectively. In addition, the antimicrobial activity of carob samples
extracted with different solvents on Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli microorganisms was also investigated in this study. While the water and
ethanol (50%) extract (EW) showed an antimicrobial effect on the Escherichia coli bacteria,
no antimicrobial effect was observed on the other bacteria. Similarly, methanol (50%) extract
(MW) showed an antimicrobial effect only on the Pseudomonas aeruginosa bacteria. Data
obtained from the FTIR spectroscopy was analyzed with the partial least squares (PLS)
regression analysis to predict total phenolic content and antioxidant capacity and R* values

were found to be greater than 97%.

Keywords: Carob, FTIR spectroscopy, quality, PLS
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1. GIRIS

Bilingli tiiketicilerin artmasiyla birlikte, gida endiistrisinde hammaddenin tarladan sofraya
kadar tiim asamalarda insan sagligina uygun olmasi i¢in gidanin giivenligi ve kalitesi 6nemli
faktorlerden biridir. Tiketicilerin gidalarda kalite ve gilivenligi sorgulayici olmasi, segici
davranmasi treticileri daha kaliteli iirlinler iiretme konusunda yonlendirmektedir. Tagsisin
tespit edilebilmesi ve gida kalite kontrollerinde daha hizli ve pratik analiz yapabiliyor olma bu

konuda dnem arz etmektedir.

Diinya niifusunun hizla artmasina ragmen, tarimsal alanlarda bunun aksine azalma meydana
gelmektedir. Bu durum, mevcut alanlardan daha verimli bir sekilde faydalanilmasi gerektigini
gostermektedir. Verimin en iist seviyede saglanmasi i¢in tarim yapilmayan yerlerinde tarima
elverisli hale gelmesi saglanmalidir. Verimsiz topraklarin zengin meyvesi olarak da bilinen

keciboynuzu meyvesi ve tohumu bir¢ok farkli amacla kullanilmaktadir (Giibbiik vd., 2016).

Kegiboynuzu Leguminosae familyasindan gelmektedir ve diinyanin bir¢ok iliman ve yari
iliman bolgesinde yetismektedir (Papagiannopoulos vd., 2004). Ke¢iboynuzunun anavatani
olarak kabul goriilen iilkeler arasinda Tiirkiye gelmektedir. Ekonomik agidan 6nem tagiyan
kisimlart: tohumlari, meyvesi ve agacidir. Meyve ve tohumunun sanayide kullanilmasi,
ekonomik degerini daha c¢ok arttiran etkenlerden biri olmustur. Tiirkiye’de kegiboynuzu
“Boynuz”, “Buynuz”, “Harnup”, “Harup” ve “Kerti” gibi farkli isimlerle bilinmektedir
(Giibbiik vd., 2016). “Etli”, “Sisam” ve “Yabani” olmak iizere {i¢ farkli kegiboynuzu tipinin
iilkemizde yetistigi tespit edilmistir (Pekmezci vd., 2008).

Ke¢iboynuzu meyvesi yiiksek oranda seker ve protein igermesine karsin yag bakimindan fakir
bir meyvedir. Kegiboynuzu pulbu agirlikli olarak sakaroz, glikoz, fruktoz ve maltoz sekeri
bakimindan yiiksek bir icerige sahiptir. A, B vitaminlerini ve ¢esitli mineralleri icerir (Hajaji

vd., 2010).

Ayaz ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada elemental analiz cihazi kullanarak 100 g kuru
agirhikta, 4,45+0,40 g protein ve HPLC kullanarak 18 farkli amino asit saptamistir. HPLC



kullanarak seker ve organik asit igerigine bakmislardir. Sakkaroz (437,3 mg/g), glikoz (395,3
mg/g) ve fruktoz (42,3 mg/g) bakimindan zengin oldugu tespit edilmistir (Ayaz vd., 2007).

Hayvanlar icin besin degeri yiiksek ve lezzetli yem olarak da kullanilmaktadir. Kegiboynuzu
¢oziilebilir lif bakimindan zengin oldugundan kolesterol profilini de yiikseltebilir (Vekiari vd.,
2011).

Teknolojinin gelismesiyle bilimsel arastirmalarda kullanilan geleneksel yontemler yerini
modern yontemlere birakmistir. Saflik kontrolli, organik maddelerin kalitatif ve kantitatif
analizi, makromolekiillerin yapisal analizi gibi bir¢ok alanda FTIR spektroskopisi
kullanilmaktadir. Calismalar sunu gostermistir ki FTIR spektroskopisi gida, tarim, tip, kimya
gibi birgok alanda kullanilabilir (Biiyiiksirit ve Kuleasan, 2014).

Standart analiz yontemlerindeki bazi eksikliler nedeniyle gidalarin molekiiler yapisinin
karakterize edildigi FTIR gibi hizli ve gilivenilir analiz yontemleri 6ne ¢ikmistir (Dogan vd.,
2007) ve bu hizl1 tekniklerle karakterizasyon islemi lizerinde epey durulan bir konudur (Senol
vd., 2019). Son zamanlarda giivenilir olan FTIR yontemi 1970’lerin baslarindan beri
aragtirmalarda kullanilabilmektedir (Van de Voort., 1992). Gidanin farkli formlarinda bile
analiz edilebiliyor olmasi bu metodun avantajlarindan biridir. Sivi, kati, kuru ve taze {iriin
cesitlerinde kolayca uygulanabilen hizli, hassas ve tahribatsiz bir yontemdir. FTIR
spektroskopisi ile biyolojik hiicre ve dokulardaki DNA, RNA, proteinler, karbonhidratlar ve
yaglar gibi biyomolekiillerin yap1 ve Ozelliklerindeki degisimleri belirlemek miimkiindiir
(Dogan vd., 2007). Mikrobiyal hiicrelerin tiir, alt tiir, fenotip, diren¢ gibi O6zelliklerinin
tanimlanmasinin yaninda makromolekiiler yapidaki bilesiklerin 06zgilinliik, miktar gibi

0zelliklerinin tespitinde de kullanilmaktadir (Biiyiiksirit ve Kuleasan, 2014).

Gidalarin  siniflandirilmasinda ve kalite kontroliinde FTIR yontemiyle ¢ok degiskenli
istatistiksel analiz yontemleri birlikte kullanilabilir. Yapilan c¢aligmalarda FTIR yontemi
gidalarda hilenin tespit edildigi analizlerde (Vardin vd., 2008; Jaiswal vd., 2015), gida kalite
kontrol analizlerinde, balda seker analizlerinde (Anjos vd., 2015), meyvelerin organik asit ve
seker iceriginin belirlenmesinde (Bureau vd., 2009), zeytinyag1 analizlerinde (Glirdeniz ve
Ozen, 2009; Mata vd., 2012; Hirri vd., 2016), meyvelerin polifenol igeriklerinin
belirlenmesinde kullanilmistir (Park vd., 2015). Yaglarin smiflandirilmasinda FTIR



spektroskopisinin %98 basarili oldugu tespit edilmistir (Blyiiksirit ve Kuleagsan, 2014).
Titresim spektroskopisi ile analiz etme hem kalite kontrolde hem de her bir maddenin kirmizi
altt spektrumu birbirinden farkli oldugu i¢in Ozgilinlilk analizleri i¢inde kullanilabilir

(Bardake1 ve Secilmis, 2006).

Tiim diinyada insanlarin gidalara daha bilingli yaklagim1 ve buna bagli olarak yetismesi kolay,
katkisiz ve besin degeri yiiksek gidalara yonelim artmistir. Kendi kendine yetisen
keciboynuzu  meyvesiyle ilgili  yapilmis olan  arastirilmalar  c¢ogaltilmali  ve
detaylandirilmalidir. Gida kalitesinin belirlenmesi kalite analizlerinin etkin ydntemlerle
yapilmasin1 gerektirir. Bu tez caligmasinin amaci kegiboynuzu meyvesinin, geleneksel
yontemler yerine, tek tusla kalibrasyon yapilabilen, herhangi bir ayar gerektirmeden, pahali
standart kimyasallar olmadan, 6rnege zarar vermeden, daha ucuz ve hizl bir sekilde sonug

alinabilen FTIR gibi modern bir yontemle kalite Ozelliklerinin tahmin edilmesidir.



2.  ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Ke¢iboynuzu

Yeryiiziiniin en eski bitkileri arasinda sayilan kegiboynuzunun ge¢misi MO. 4000°1i yillara
dayanmaktadir. Yakup Peygamberin susuz ve a¢ kaldigi bir zamanda keciboynuzunun
meyvesiyle hayatta kaldigina bazi kaynaklarda rastlanilmaktadir. Bu ylizden de Avrupa’da
Hz. Yakup’un ekmegi olarak da bilinmektedir. Seker oraninin yiiksek olmasi ve buna baglh
olarak iyi enerji kaynagi olarak gorildiigli i¢in yiyecek bulma problemlerinin yasandigi

donemlerde tercih edilmistir (Senay, 2009).

Kegiboynuzu ekiminden 5-10 yil sonra meyve vermeye baslar ve 15 yil sonra en iist verimine
ulagir. 300-400 yasina kadar yasayabilen agacin yasi ne kadar biiylikse meyve verimi ve
kalitesi o kadar yiiksek olur. Bir aga¢ yillik ortalama 90-115 kg arasinda meyve verebilir ve
bu deger iklim, hasat zamani, toprak kosullarina bagl olarak 300 kg’a kadar ¢ikabilmektedir
(Tashgil, 2011).

2019 yillar1 verilerine bakildiginda Tiirkiye’de meyve veren agac sayist 342.427 adet iken,
meyve vermeyen aga¢ sayis1 58.064 adettir (TUIK, 2020).

2.1.1. Ekolojik ozellikleri

Kec¢iboynuzu kurakliga kars1 dayanikli, dona hassas, sicaklik ve 1s1k istegi yliksek olan bir
bitkidir. Sicaklik, yayilisinda etkili olan 6nemli ekolojik bir etken oldugu icin Akdeniz
ikliminin gortiildiigii bolgelerde yayilis gostermektedir (Giinal, 1999). Toprak olarak fakir ve
kalkerli topraklarda yetisebilmektedir (Giibbiik vd., 2016).

Sicak ortamlarda daha ¢ok gelisme gosterebilen, 6zellikle 30-45°C arasinda en iyi gelisimi
sergiler. Ulkemizde en c¢ok yayilis gosterdigi yerlerde Akdeniz ikliminin hakim oldugu
sicakliklarm 20°C’nin altina diismedigi giiney kesimleridir. Yiiksek sicakliga karsi toleransli,

diisiik sicakliga karsida duyarlidir (Taghgil, 2011).

Yillik ortalama 500-600 mm yagista yeterli yasama sansina sahipken, 100 mm’lik yagisla da
gelisim gosterebilmektedir. Bitki 20-25 m derinlikte kok sistemine sahip oldugu icin



kurakliga karsi ¢ok dayanikhidir. Hi¢ yagisin olmadigi zamanlarda bile meyve
verebilmektedir. Ke¢iboynuzu mineral bakimindan fakir, asit diizeyi diisiik topraklarda daha
1yl gelisme gosterir (Tashgil, 2011). Keg¢iboynuzu agacinin meyveleri, Mayista yetismeye
baslaylp Haziran-Temmuz aylarina dogru olgunlagsmaya baslar. Meyveleri yeni olustugunda
parlak yesil iken olgunlastikca kahverengine doniisiir. Olgunlastiktan sonra hasadi da
Eyliil’den Kasim’in sonuna kadar devam eder. Ke¢iboynuzu agaci sonbaharda yapraklarinin
bir boliimiinii doker, iki yillik periyotlar halinde de temmuz ayinda kismen yapraklarin1 doker

(Tashgil, 2011; El Hajaji vd., 2010).

2.1.2. Cografi dagilhm

Yeryiizlinlin en eski bitkilerinden oldugu varsayilan ke¢iboynuzunun Akdeniz’in yar1 kurak
dogu ve giliney kiyr seridi boyunca genis yayilima sahiptir (Karkacier ve Artik, 1995).
Ulkemizde Izmir Urla’dan Hatay Samandag’a kadar olan 1.750 km’lik sahil seridinde,
Kozan’da (Cukurova) kiyidan 90 km ve Mersin dolayinda 25 km kadar i¢ kisimlarda da dogal
olarak yetisme alan1 buldugu bilinmektedir (Turhan vd., 2007).

Diinyadaki yillik iiretimin yaklasik 315 bin ton oldugu tahmin edilmektedir. Diinya {iretimi
siralamasinda pulpu ve ¢ekirdek igin ana iireticiler, sirastyla Ispanya (%36, %28), Fas (%10,
%?8), Yunanistan (%8, %6), Tiirkiye (%4, %6) ve Kibris (%3, %?2), (Batal vd., 2016). Diinya
ithalatinda ve ihracatinda en biiyiik payr 29.275 ton ile Ispanya almakta ve takiben ikinci
olarak 9.267 ton ile Italya almaktadir.

Tirkiye’deki ke¢iboynuzu tiretim miktar1 2017 yilinda 15.016 ton, 2018 yilinda 15.506 ton,
2019 yilinda ise 16.256 ton olmustur. 2019 y1l1 bitkisel iiretim miktarlarina gore Tiirkiye’deki
tiretimin ¢ogu Mersin, Antalya, Mugla ve Adana illerinde gerceklesmektedir. 2019 yilindaki
tiretim miktarinin 6.941 tonu Mersin’de, 6.135 tonu Antalya’da, 760 tonu Mugla’da ve 2.055
tonu Adana’da gergeklesmistir. (TUIK, 2020).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’ niin diinyadaki keciboynuzu ile ilgili 2017
yila ait verileri (Sekil 2.1) incelendiginde, en ¢ok iiretimin Avrupa’da yapildigi, en az

iiretimin Asya’da yapildig goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Bolgelere gore keciboynuzu iiretim oranlar1 (FAO, 2019).

2.1.3. Ekonomik ozellikleri

Keciboynuzunun bir meyvesinde yaklasik 10-15 adet ¢ekirdek vardir ve c¢ekirdek agirliklar
birbirine yakindir. Her tohumun agirligi birbirine yakin olmast 6zelliginden dolayr eski
caglarda agirlik dlgiisli olarak hassas Olglim gerektiren islerde kullanilmigtir. Bugiin pirlanta

agirlik birimi olan “karat” adin1 keciboynuzundan almistir (Senay, 2009).

Cok c¢esitli kullanim alanlarina sahiptir. Keciboynuzu meyvesinin yapragi, kokii, meyvesi,
agaci, ¢igegi, govde kabugu gibi bitiin kisimlart (Sekil 2.2) gidada, saglik sektoriinde,
mobilya, aricilik, hayvan beslenmesi, peyzaj alanlarinda kullanilmaktadir (Giibbiik vd., 2016).
Tad1 kakaoya yakin oldugu i¢in unlu mamullerde genis bir kullanim alanina sahiptir (Tashgil,
2011). Rengi de kakaoya yakin renk verdigi i¢in dondurma, seker, cikolata ve igecek
sektorlinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Giibbiik vd., 2016). Cekirdeginin 6giitiilmesi ile
elde edilen “gam (zamk)” ise jolede, ketcap ve salgada, balik konservelerinde, eritme/krem
peynirlerde, mayonezde ve dondurulmus gidalarda kivam arttirici olarak kullanilmaktadir

(Taghgil, 2011).

Ispanya ve Italya keciboynuzu tohumunu alip cesitli islemlerden gegcirip zamk iireten
isletmelere sahip oldugu i¢in kegiboynuzu iiretimine yetisemedigi zamanlarda,
kegiboynuzunu ithal edip isleyip zamk iiretip tekrar ihra¢ etmektedir. Zamkin endiistride
birgok kullanim alan1 bulmasi nedeniyle bu iilkeler hem iiretimde hem ithalatta diinyada

birinci sirada yer almaktadirlar (Giibbiik vd., 2012).



Sekil 2.2. Ke¢iboynuzu meyvesi.

Kegiboynuzundan elde edilen farkli {irlinlerin gida endiistrisi disinda tekstil, kagit, ilag,

kozmetik, boya, petrol ve alkol endiistrisinde de degerlendirildigi belirlenmistir (Ciirek vd.,
2000).

Tiirkiye’de ogiitiilerek un, cesitli islemlerden gecirilerek pekmez, direk olarak g¢erez ve
hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir. Son yillarda gesitli {iriin varyasyonlarinin tiretimi

i¢in ucuz bir kaynak oldugu i¢in kegiboynuzuna olan ilgi artmigtir (Makris ve Kefalas, 2004).

Bugday ununa kars1 hassasiyeti olan ¢olyak hastalariin glutensiz {riin tiikketmeleri gerektigi

icin keciboynuzundan elde edilen unu kullanabilecekleri bildirilmistir (Giibbiik vd., 2016).

2013 yili verilerine gore diinyadaki kegiboynuzu ekim alani 82.261 ha olup bunun 3.000 ha
Tirkiye’de gerceklesmistir (Sekil 2.3). 3.000 hektarlik alanda 14.261 ton iiretim yapilmustir.
2017 yilina bakildiginda ekim alani1 3.250 ha olurken iiretim miktar1 15.000 ton olmustur
(Glibbiik vd., 2016).

Gida endiistrisinde de ke¢iboynuzu zamki (E410) olarak bilinen gida katki maddesi beyaz toz
seklinde olup koyulastirici, dengeleyici ve tatlandirict amagl kullanilmaktadir (Nasar-Abbas
vd., 2016). Baz1 bolgelerde erkek tiirleri yerlere dokiiliip kirlilige sebep olmadigr igin,
sokaklarda siis ve peyzaj ve golgelik amacgl tercih edilmektedir. Bunun yaninda hava
kirliligine dayanikl, kurakliga dayanikli olmasina ragmen iri govdeli ve saglam koklerinden
sokaklarda kullanimi smirli kalmistir (Battle ve Tous, 1997). Yapraklar1 yangma karsi
dayanikli oldugu i¢in orman alanlarinda yangin koruma hatlarinda degerlendirilmektedir

(Giibbiik vd., 2016).
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Sekil 2.3. Kec¢iboynuzu meyvesinin 2013-2017 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki hasat ve iiretim
miktarlar1 (FAO, 2020).

2.1.4. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Keciboynuzu yapraklar1 genis bir yapiya sahiptir ve sert iklim kosullarinda mevsime uyum
saglayacak sekilde her zaman yesil, sert ve tiiyli bir yapidadir. Yaprak uzunlugu 3-7 cm
dolayinda, sirali ve tliylii yapidadir. Agacin cicekleri ¢ok kiiciik, géze carpmayan fakat 50-
60’11 gruplar halinde salkimlar olusturmaktadir (Taglgil, 2011; Hajaji vd., 2010).

Meyvesinin rengi yabani ve kiiltiir formuna goére degiserek acik kahverengiden koyu
kahverengiye dogru degisim gostermektedir (Giibbiik vd., 2016). Olgunlagsmis meyvesi koyu
kahverenginde, boyu uzunca, diiz veya hafif kavisli ve basik bir sekildeyken (Sekil 2.4), ham
hali yesil ve “nemlidir. Olgunlasmis meyve tatliyken ham meyve c¢ok kekremsi bir tada
sahiptir (Ayaz vd., 2007). Keciboynuzu meyvesi sekil olarak egri yapisindan dolay1
keciboynuzuna benzetildigi i¢in bu ismi almistir (Giinal, 1999).

Ke¢iboynuzu meyvesi parg¢alandiginda kendine has kokuya sahiptir bu da %1,3 i1zobiitrik asit
icermesinden kaynaklidir (Ayaz vd., 2007).

Cekirdekleri ¢ikartilmamis meyvenin kimyasal igerigi ¢esidi, kokeni ve hasat zamanina bagh
olarak degisim gostermektedir (Batal vd., 2016; Hajaji vd., 2010). Kegiboynuzunun niteligini
ve niceligini etkileyen parametreler: gilines 15181 alma siiresi, rakim, mikro iklim, su Kkalitesi,

toprak kalitesidir (Christou vd., 2017).
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Sekil 2.4. Ke¢iboynuzu meyvesinin 6nemli boliimleri (Battle ve Tous, 1997).

Kec¢iboynuzu agact meyvesi yaklasik %90 meyve eti ve %10 c¢ekirdekten olusmaktadir
(Turhan vd., 2007; Christou vd., 2017). Kegiboynuzu meyvesi; %91-92 kuru madde, %62-67
toplam seker, %4-6 protein, %0,2-0,4 ham yag, %?2-3 kiil igerir (Tablo 2.1). Meyve kismi
yiiksek miktarda seker igerdigi i¢in pekmez iiretiminde ham madde olarak kullanilmaktadir
(Turhan vd., 2007).

Keciboynuzu ¢ekirdegi %30-33 kabuk, %42-46 endosperm, %23-25 embriyodan
olusmaktadir. Cekirdegin kabugu antioksidan icerir (Hajaji vd., 2010). Galaktomannan
bakimindan zengin oldugu i¢in keciboynuzu zamki iiretilmektedir. Gida katki maddesi olarak
E410 koduna sahiptir. Bu gidada koyulastirict amaciyla kullanilmaktadir (Kumazawa vd.,
2012).



Tablo 2.1. Kegiboynuzu meyvesinin bilesiminin oransal dagilimi (Turhan vd., 2007).

Bilesimi Oran (%)
Toplam seker 62-67
Sakaroz 34-42
Fruktoz 10-12
Glikoz 7-10
Protein 4-6

Ham Yag 0,2-0,4
Kiil 2-3

Keciboynuzu meyvesi tamamen dogal yollarla yetistirilir ve yiiksek miktarda polifenol iceren
minerallerce zengin bir meyvedir (Senay, 2009; Pazir ve Alper, 2009). Ayrica kegiboynuzu
meyvesi antioksidan olarak bilinen polifenoller bakimindan da zengin igerige sahiptir ve
iceriginde 24 cesit fenolik bilesen bulunmaktadir. Fenolik maddelerden bazilar1 gallik asit
(%41,76), metil gallat (%1,03), p-kumerik asit (%0,29), kuersetin (%0,31), kamferol ramnosit
(910,23) ve sinnamik asit (%1,25). Gallik asit ve kamferol ramnosit en ¢ok bulunan fenolik
maddelerdir (Senay, 2009).

Kec¢iboynuzu meyvesinin insan saglig1 iizerine olumlu etkilerinin oldugu bir¢ok arastirmayla
ortaya konulmustur. Kalp-damar, kanser ve diyabet iizerine etkilerinin oldugu belirlenmistir.
Kalsiyum bakimindan zengin igeriginden dolayr osteoporoz rahatsizlarinda, polifenol
iceriginin bulunmasindan dolayr da depresyon rahatsizliklarinda etkili olabilecegi

belirlenmistir (Giibbiik vd., 2016).

Kegiboynuzu meyvesinde en bol bulunan mineraller kalsiyum, potasyum, magnezyum,
sodyum, fosfor ve demirdir (Christou vd., 2017). Ke¢iboynuzu 6zlerinin bazi mantar ve
bakteri cesitlerine karsi cok giiclii bir antimikrobiyal etki sergiledikleri tespit edilmistir
(Quiles-Carrillo vd., 2019). Yakin zamanda yapilan hayvan ve insan denemeleri, ke¢iboynuzu

lifi bakimindan zengin bir keciboynuzu pulb {irlinliniin kolesterolii diisiirdigline dair umut
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verici sonuclar elde edilmistir. Bununla birlikte ke¢iboynuzunun etli kism1 ve kegiboynuzu
lifinin sulu ekstraktlar1 farkli in vitro testlerde yiiksek antioksidan aktivite gostermistir

(Papagiannopoulos vd., 2004).

Cikolataya muadil olarak kullanilmasinin sebeplerinden biri kafein icermemesidir (Khlifa vd.,
2013). Bu dogal polisakkaritin 6zelliklerinden biri de su ile hazirlanan soliisyonlarinda
degisik sicaklik ve pH degerlerinde yliksek vizkoziteye sahip olmasidir. Kegiboynuzu toz
haline getirilerek birgok gida {iretiminde, 06zellikle unlu mamiillerde diger unlarla

karistirtlarak kullanilir (Battle ve Tous, 2016).

Tiirkiye ve Yunanistan’da yetisen kegiboynuzlarimin meyve gelisimi sirasinda kalite
ozelliklerinin degisimiyle ilgili yapilan bir calismada, farkli evrelerde alinan numunelerde
fenolikler, yag asitleri ve seker icerigi bakimindan onemli farkliliklar bulunmustur.
Tiirkiye’de yetisen kegiboynuzu, Yunanistan’da yetisen keg¢iboynuzundan daha yiiksek

diizeyde toplam seker, fruktoz ve sakaroz igerigi gostermistir (Vekiari vd., 2011).

Uc kegiboynuzu tiiriiniin olgunlasma asamalarinda antioksidan igerigi ve fitokimyasal
icerigindeki degisimlerin incelendigi bir ¢aligmada, toplam fenolik, toplam flavanoid ve
askorbik asit iceriginin en yiiksek oldugu zaman diliminin meyvenin ham halinde oldugunu

tespit edilmistir (Benchikh vd., 2014).

Yedi farkli keg¢iboynuzu tiiriiniin ¢ekirdek, ruseym ve ¢ekirdekleri ayrildiktan sonraki kismin
ogiitiilmesiyle (etli kisim) kimyasal igeriklerinin bakildig1 bir ¢alismada, nem, kiil, protein,
yag ve karbonhidrat igerikleri karsilastirnlmigtir. En yiiksek kiil miktar1 ruseym tabakasinda
bulunurken, tohum zarfinin en diisiik yag igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Ruseym ve
cekirdekteki protein oranlari arasinda pek bir fark yokken tohum zarfindaki protein oran1 daha

yiiksektir (Avallone vd., 1997).

Yedi farkli Akdeniz iilkesinden alinan keg¢iboynuzlarinin kdkenlerinin siiflandirilmasiyla
ilgili yapilan bir ¢alismada, FTIR yontemi kullanilmis ve en iyi modelleme yonteminin PLS
regresyonu oldugu, FTIR yonteminin ke¢iboynuzunun kdken ve tipinin bagarili bir sekilde

ayirt edilmesinde gii¢lii ve hizli bir arag oldugu tespit edilmistir (Christou vd., 2017).
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Farkli pekmez tiirlerinin siniflandirmasinda FTIR yonteminin kullanildig1 bir ¢alismada, FTIR
spektroskopisinin kemometrik yontemlerle birlikte kullanildiginda glikoz surubuyla yapilan

pekmezlerin ayriminda ¢ok gii¢lii bir yontem oldugu belirlenmistir (Yaman ve Velioglu,
2019).

Keciboynuzu meyvesinin kimyasal bilesiminin ve morfolojisinin arastirildig: bir ¢alismada,
en, boy, agirlik, i¢ kalinlik gibi fiziksel olgiimleri yapilmistir. Bu 6l¢lim sonunda fiziksel
Olctimlerin dolayli olarak kec¢iboynuzunun kalitesinin de bir gostergesi oldugu ortaya
cikmisgtir. Meyve ne kadar kalinsa g¢ekirdek ile meyve arasindaki mesafe biiyiidiik¢e kalite o
kadar yiikselmektedir. Kegiboynuzu tohumlarinin kimyasal icerigine bakildiginda protein
2,74+0,03, kil 3,0+0,03, toplam seker 83,7, siikkroz 44,64+0,49, fruktoz 7,2+0,2, glukoz
2,240,2 bulunmustur (Khlifa vd., 2013).

Bat1 ve Giiney Anadolu’da yetismis kegiboynuzlarinin seker, mineral, aminoasit, organik asit
ve fenolik bilesiklerinin bakildig: bir ¢aligmada, ayn1 renk, ayn1 miktar ve dlcililerde meyveler
alimmistir. Bulunan sekerlerden baslicalari; 437,3 mg/g stlikroz, 395,8 mg/g glikoz ve 42,3
mg/g fruktozdur. Yapilan mineral analizlerinde potasyum, kalsiyum, fosfor ve magnezyum
onemli miktarda bulunurken; demir, manganez, bakir ve ¢inko eser miktarlarda bulunmustur

(Ayaz vd., 2007).

Kec¢iboynuzunun kalite 6zelliklerinin FTIR spektroskopisi ile tahminine dair herhangi bir
arastirmaya rastlanilamamistir. Fakat giil yaginin kimyasal o6zelliklerinin arastirildigr bir
calismada, FTIR spektrometresi yardimiyla giil yagmi tespit etmeye yarayan spesifik
frekanslar belirlenmistir. Kirmizi alti spektrumlar incelenerek hem daha hizli hem daha ucuz

giil yag kalitesine dair bilgiler edinilmistir (Bardakg¢i ve Secilmis, 2012).

Dogal ve sentetik regellerde FTIR yontemi uygulayarak kalite 6zelliklerinin belirlendigi bir
calismada, meyveler %100 seker, %50 seker ve %100 glikoz surubuyla hazirlanmistir.
Regellerde katki maddesi katilip katilmadigr hizli ve kolay bir bigimde tespit etmistir. Katki
maddesi katilmis regellerde ftir spektroskopisindeki piklerin yogunlugu katkisiz recellere gore
daha fazla ¢cikmistir. Bu yontemle recel ve meyve suyu iiriinlerinde her tiirlii tagsisin tespit

edilebilecegi ortaya konmustur (Mohamed vd., 2011).
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2.2. FTIR Spektroskopisi

FTIR spektroskopisi kati, sivi, gaz veya c¢ozelti halinde bulunan organik bilesiklerin
makromolekiiler yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin titresimlerinden kaynaklanan
karakteristik Ozellikleri, molekiil i¢i baglar iizerine kizilotesi 1silar distiriilerek, baglarin
titresim ve donme hareketleri ile spektral veriler elde edilir. Bu veriler analiz edilerek nitel ve
nicel olarak piklerde ve bantlardaki yogunluk ve genisliklerdeki degisimler incelenerek analiz
edilen &rnegin sahip oldugu 6zellikler hakkinda bilgiler edinilmektedir. Iki bilesigin ayn1 olup
olmadigi, yapidaki baglarin durumu ve baglanma yerleri hakkinda bilgiler edinilebilir (Baran
vd., 2013; Kumar vd., 2014).

Cogunlukla orta dalga boylu kizilétesi (MIR, 400-4000 cm™) alanlarinda kullanilmaktadir.
Orta dalga boylu kizilotesi bolgesinde her bir molekiiliin fonksiyonel grubu farkli bir
absorpsiyon iiretir. Titresim frekanslari, gerilme, biikiilme, biiziilme, donme modlar1 kimyasal
ozellikleri hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Infrared bolgesindeki kimyasal baglarin
titresimlerindeki degisimler spektral piklerin olusumunu saglar (Caglar vd., 2019; Kili¢ ve
Arahan, 2010). iki 151k dizininin ¢akismasi bu iki 1s1k dizininin ayn1 maddeye ait oldugunun
bir gostergesidir (Kilic ve Arahan, 2010). Kat1 sivi ve gaz 6rneklerinde uygulanabilen ve
cesitli yontemleri olan FTIR spektroskopisinde gidanin kalitesi ve 6zgiinliiglinii tespit etme

amaciyla ATR yontemi kullanilmaktadir (Caglar vd., 2019).

FTIR spektroskopisi geleneksel yontemlere karsi ¢ok iyi bir alternatif olarak Onerilmistir ve
kimyasal analizde standart bir ¢oziimsel teknik haline gelmistir (Polshin vd., 2011). FTIR
maddenin igerisinde bulunan proteinler, yaglar, karbonhidratlar, polisakkaritler gibi kimyasal
bilesimlerinin tespiti agisindan en c¢ok kullanilan yontemlerden birisidir. Bu ydntem
patojenlerin tespiti ve gida bozulmalarinin arastirilmasi amaciyla da kullanilmaktadir

(Biiytiksirit ve Kuleasan, 2014).

FTIR spektroskopisi (Sekil 2.5), 6rnek yapisin1 bozmadan, hizli, basit ve hassas bir yontem
olmasi bakimindan avantajlidir. FTIR spektroskopisi ile molekiillerin fonksiyonel gruplarinin
belirlenmesi ile parmak izine benzer spektrumlar elde edilerek 6rnekler arasindaki farkliliklar
ortaya konulmaktadir (Davis vd., 2010). FTIR ile baglar arasindaki biiziilme, gerilme gibi

titresim hareketleri hiicre bilesiklerinin infrared 15181 absorpsiyonu saglanir ve spektral veri
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tabanlar ile karsilastirilmast ile tanimlanan parmak izine benzer fonksiyonel grubun kendine

0zgii olan spektrumlar elde edilir (Wenning vd., 2014).

Sekil 2.5. FTIR spektroskopisi.

2.3. Cok Degiskenli Istatistiksel Analizler

Herman Wold tarafindan 1960’11 yillarda gelistirilen kismi en kii¢iik kareler (PLS) regresyonu
kismi en kiiciik kareler analizi ve ¢oklu dogrusal regresyon yontemlerini i¢ermektedir. Bu
istatistiksel yontem coklu dogrusal baglanti problemini ¢ézmek i¢in, degiskenlerin gézlem
sayisindan daha fazla oldugu veya benzer oldugu durumlarda veya goézlemlerin degisken
sayisint gectigi durumlarda kullanilabilmektedir. Kismi en kiiciik kareler yontemindeki amag
sayica fazla olan ve aralarinda c¢oklu dogrusal baglanti bulunan degiskenler, bagimli ve
aciklayici degiskendeki degisimi biiyiik dlciide aciklayan daha az sayida ve aralarinda ¢oklu
dogrusal baglant1 problemine sahip olmayan yeni bilesenlere indirgenmektedir. Ortaya ¢ikan
yeni bilesenlere ¢oklu dogrusal regresyon analizi uygulanmasiyla regresyon modeli

olusturulmaktadir (Akyiirek ve Akyol, 2018; Bulut ve Alin, 2009).

Sarapta sirali enjeksiyon kullanarak FTIR spektroskopisi ile HPLC yonteminin
karsilastirildigi  bir calismada, FTIR spektroskopisinin sarap analizi gibi karmasik
problemlerde bile 6nemli nicel bilgiler saglanmistir. PLS yontemi tek bir bilesenin

konsantrasyonundaki artisi belirlemek i¢in gelistirilmistir (Schindler vd., 1998).

Yesil ceviz kabuklarinin biyoaktif ozelliklerinin FTIR yontemiyle tahmin edildigi bir
calismada, kurutulmus yesil ceviz kabuklarindan farkli ¢ozgenler kullanilarak ekstraktlar elde
edilmistir. FTIR yonteminin hizli ve giivenilir bir yontem oldugu, FTIR spektroskopisi
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kullanilarak tahmin edilen antioksidan aktivite degerleri ve toplam fenolik madde ile gercekte
oOl¢iilen degerlerin PLS regresyon analizleri sonuglarina bakilarak goriilmiistiir (Kadiroglu ve

Ekici, 2018).

Naturel zeytinyaginda tagsisi tespit etmek icin FTIR spektroskopisiyle PLS yonteminin
kullanildig1 bir c¢aligmada, zeytinyagmin soya fasulyesi ve aygige8i yagiyla seyreltilip
seyreltilmedigine bakilmistir. %1-24 agirlik oran aralifindaki seyreltme konsantrasyonlarini,
%3’ten daha az bagil hata ile tespit edebildigi belirlenmistir. PLS modeli ile zeytinyagina
%1’den daha az miktarda baska yag karigtirilsa bile %100 tagsisin tespit edilecegi
belirlenmistir (Oussama vd., 2012).

FTIR spektroskopisi ile bira kalitesinin izlendigi bir ¢calismada, farkli bira cesitlerinde gida
maddelerinde kalite ve tagsis tespitinde kullanilan ATR tekniginin {i¢ farkli 6l¢iim metodu ile
kalite parametreleri degerlendirilmistir. PLS yonteminin farkli degiskenlerdeki kombinasyon
performanslar1 arastirilmistir. Metotlardaki degisken iki yontemin biradaki seker ve alkol
icerigini etkileyen parametrelerde benzer ve yiiksek tahmin performansi gostermistir. FTIR

spektroskopisinin etkili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir (Polshin vd., 2011).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzeme
Bu c¢alismada Mersin ilinde yetisen keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.) meyveleri temin

edilerek analizler i¢in kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Calismamizda ekstraksiyonlar i¢in ¢dzgen olarak su (S), etanol (E), metanol (M), %50 etanol
(ES), %50 metanol (MS) kullanilmistir. Bu ¢alismada ekstrakte edilen kegiboynuzu
orneklerinin ¢ekirdekleri ¢ikartilmadan iyice oOgitiilmiistiir. Su ekstraksiyonu igin iyice
ogiitiilen ornekten 5 g tartilarak 250 mL kaynamis su icerisinde 45 dakika (Sekil 3.1) iyice
0zdeslesmesi saglanir. Whatman no:4 filtre kdgidi kullanilarak karisim filtre edilir (Sekil 3.2).
Metanol, etanol, metanol-su %50 (v/v), etanol-su %50 (v/v) ekstraksiyonu igin 1,5 g 6giitiilen
ornek tartilarak 15 mL ¢ozgen igerisinde 45 dakika oda sicakliginda karistirildiktan sonra
Whatman no:4 filtre kdgid1 kullanilarak filtre edilir. Cozgenler vakum altindaki Biichi R-210
marka rotary evaporator icerisinde 80°C’de ugurulmus ve elde edilen ekstraktlar su icerisinde
50 mg/mL son konsantrasyon olacak sekilde ¢oziindiiriiliip, 4°C’de saklanmistir. Ekstraksiyon

1slemi iki paralel olarak gergeklestirilmistir (Fernandez-Agull6 vd., 2013).

Kec¢iboynuzlar: 6giitiiliir

U

Keg¢iboynuzu ve ¢ézgen belirli dlgiilerde manyetik karistirici ile 45 dk. karistirilir

U

Evaporatorde ¢ozgen uzaklastirilir

U

Ekstrakt su ile ¢ozdiiriiliir
Sekil 3.1. Ekstrakt hazirlama basamaklari.
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Sekil 3.2. Ekstraksiyon iglemleri.

3.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Keciboynuzu ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktar1 Singleton ve Rossi tarafindan
bildirilen yontemin degistirilerek kullanilmasiyla belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 1995).
Ekstrakte edilen orneklerden 0,2 mL alinir, tizerine 10 mL %10’luk Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi
ve 1,8 mL saf su ilave edilerek ¢ozeltiler 1 saat boyunca karanlik ortamda bekletilir. Daha
sonra spektrofotometre ile absorbans degerleri 720 nm dalga boyunda dl¢iilmiistiir. Standart
¢ozelti olarak 0-100 mg/L arasinda hazirlanan gallik asit ¢ozeltileri kullanilmistir. Orneklerin
toplam fenolik madde miktari, standartlardan elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak mg

gallik asit esdegerligi (GAE/L) olarak hesaplanmustir.

3.2.3. Antioksidan Kapasite Analizleri

Ke¢iboynuzu 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Bu yontemde, serbest radikalleri Onleme yetenegini Olgebilen DPPH (2,2—difenil-1-
pikrilhidrazil) kullanilmigtir. Elde edilen absorbans degerleri Trolox (10-100 pmol/L)
standart egim cizelgesi ile hesaplanarak sonuglar mM Trolox/L cinsinden ifade edilmistir.
Analizler, Shimadzu marka UV-Vis spektrofotometre (UV-Vis Shimadzu 1201, Kyoto-Japan)
kullanilarak gerceklestirilmistir (Brand-Williams vd., 1995).

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Disk difiizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri belirlenen kegiboynuzu
orneklerinde test mikroorganizmasi olarak Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
ve Escherichia coli bakterileri kullanilmistir. Bu bakteriler Triptik Soy Agar (TSA) besiyeri
tizerinde 35°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonunda aktiflestirilmistir. Daha sonra bakteri

¢oOzeltisinin bulanikligr 0,5 McFarland birimi olacak sekilde, steril tuzlu su c¢ozeltisi
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kullanilarak ayarlanmigtir. 0,5 McFarland birimine denk olan Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli sayis1t TSA besiyerine ekim yapilarak 35°C’de
18-24 saat inkiibasyon sonunda belirlenmistir. Bakteri kiiltiirleri Muller Hinton Agar (MHA)
besiyeri igerisine inokule edilerek ve steril plakalar igerisine dokiilmiistiir. Keg¢iboynuzu
ornekleri gozenek cap1 0,22 pm olan membran filtrelerden gegirilerek steril hale getirilip, 20
ul alinarak steril bos diskler {izerine damlatilmig ve ¢ozeltinin emdirilmesi saglanarak diskler
agar lizerine yerlestirilmistir. 35°C’de 18-24 saat inkiibasyon siiresi sonunda zon caplari

dlgiilmiistiir (Oztiirk vd., 2015).

3.2.5. FTIR Analizleri

FTIR analizleri i¢in ke¢iboynuzu numunelerinden 25 pl alinarak damla halinde ATR
aksesuar1 tizerine konulmustur. FTIR absorpsiyon spektralart FTIR spektroskopisi (Perkin-
Elmer Spectrum TwoTM, Waltham, MA, ABD) kullanilarak 4000 ve 450 cm dalga boyu
araliginda, 0,5 cm™ spektral rezolusyonda ve 4 tarama sayist sonucunda elde edilmistir. Her
bir 6rnek i¢in en az iki spektra elde edilmistir. Her 6rnekten 6nce arka plan spektrasi alinarak

orneklerin spektralarindan ¢ikarilip analize devam edilmistir.

3.2.6. Istatistiksel Analizler

Toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite analizlerinde 6rnekler arasindaki farkliliklar
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis ve 6rneklerin analiz sonuglarinin
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar Fisher’in en kiiciik anlamli farklar yontemine P<0.05
diizeyine gore belirlenmistir. Istatistiksel analizler SIMCA 10.5 yazilim kullamlarak
yapilmistir (Umetrics, Isveg). FTIR spektral datasinin 4000-450 cm™ arasinda taranan tim
bolgeler analiz i¢in kullanilmistir. Spektral data kullanilan program ile otomatik olarak

standardize edilmis ve ortalama merkezilestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Farkli ¢ozgenler kullanilarak ekstrakte edilen keciboynuzu orneklerine uygulanan toplam
fenolik madde (TFM), antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite tayini ile FTIR
analizlerinin sonuglar1 ve verilerin istatistiksel yontemlerle analizi sonucunda elde edilen

bulgular agiklanmastir.

4.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde igerigi analizi sonucunda, ke¢iboynuzu ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktar gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmistir. Bu amagla ilk olarak gallik asit
kalibrasyon egrisi ¢izilip 6rnek konsantrasyonlarinin absorbansi bu kalibrasyon egrisinin
icinde okunacak sekilde belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit kalibrasyon
denkleminden yararlanilarak hesaplanmigtir. Deneyler iki paralel olacak sekilde
gerceklestirilmis ve ortalama alinmustir. Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek metanol
ekstraktinda (1,56 pg GA/g), onu takiben su ekstraktinda (1,44 pg GA/g) belirlenmistir
(Tablo 4.1). Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde Orneklerin TFM miktarlar
arasinda anlamh bir fark bulundugu (P<0,05) belirlenmis ve 6rnekler arasindaki farkliliklar

Fisher’1n en kiigiik anlamli farklar yontemine gore degerlendirilerek harflendirme yapilmastir.

Tablo 4.1. Farkli ¢ozgenlerle ekstrakte edilen ke¢iboynuzu 6rneklerinin TFM miktarlari.

Cozgenler TFM (ng GA/g)
Su (S) 1,44+0,05°
Etanol (E) 0,30+0,01°
Metanol (M) 1,56+0,09°
%50 Etanol (ES) 1,1620,04°
%50 Metanol (MS) 0,91+0,31°

*40st simge olarak gosterilen farkli harfler 5rnekler arasinda dnemli bir fark oldugunu gostermektedir (P<0,05)
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Misir piiskiiliiniin dokuz farkli ¢ozgenle ekstrakte edildigi bir ¢aligmada, en yiliksek toplam
fenolik madde iceriginin bulundugu ¢ézgen etanol (% 0,1575), takiben metanol (% 0,1125) ve
daha sonra su (% 0,0737) gelmektedir. Aseton, biitanol ve kloroform gibi daha diisiik
polariteye sahip ¢cozgenler fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda polar ¢ozgenlere gore daha

etkili olarak bulunmustur (Mohsen ve Ammar, 2009).

f/
1.60 [
1.40
-~ 1.20
[=1}
4 1.00
[T
o 0.80
E
o 0.60
= 0.40 '
0.20
D.DD/ //
S E M MS ES

Sekil 4.1. Farkli ¢ozgenlerle ekstrakte edilen kegiboynuzu orneklerinin TFM miktarlari
(Soldan saga S:Su, E:Etanol, M:Metanol, MS:Metanol %50, ES:Etanol %50).

Farkli ¢6zgenlerin kullanildigi kurutulmus yesil ceviz kabuklarinda toplam fenolik madde
tayini sonuglarina gore toplam fenolik madde miktar1 146,30-44,04 mg GAE/L
degismektedir. Toplam fenolik madde miktar1 en ¢ok suda (146,30 mg GAE/L), daha sonra
aseton %50 (137,54 mg GAE/L), en diisiik metanolde (44,04 mg GAE/L) belirlenmistir
(Kadiroglu ve Ekici, 2018).

Yapilan ¢aligmalardan birinde, farkli konsantrasyonlarindaki ¢ozgenlerle ekstrakte edilen 3
tropikal meyvenin toplam fenolik madde miktari incelendiginde, meyvelerden ananasta TFM
miktar1 %70 etanol ekstraktinda 54,7 mg GAE/100 g ve aseton %50 de 54,1 mg GAE/100 g
bulunmustur ve ikisi arasinda kayda deger bir fark gézlenmemistir. Aseton diger ¢ozgenlerle
karsilastirildiginda en yiiksek verimi (72,2 mg GAE/100 g) %90 konsantrasyonuyla muzda
gostermistir. Guava meyvesindede yine en yiiksek TFM %90 aseton ve %90 etanolde
gostermistir (Alothman vd., 2009).
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Yagindan armdirilmis bugday ruseyminde farkli konsantrasyonlarda etanol ve bunlarin sulu
ekstraksiyonlarinin kullanildig1 bir ¢aligmada, 6rneklerin %30, %50, %70, %100 etanol ve
sulu ekstraktlar1 hazirlanmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde degerleri 13,98-16,75 mg
GAE/g arasinda degismektedir. En yiiksek toplam fenolik madde igerigi (16,75 mg GAE/g)
%70 etanolde iken, en diislik (13,98 mg GAE/g) %30 etanol ekstraktinda ¢ikmistir. Genel
olarak toplam fenolik madde igerigi ekstraktlarda birbirine yakin ¢ikmistir (Zhu vd., 2011).

4.2. Antioksidan Kapasite Analizleri

Antioksidan kapasite analizleri sonucunda en diisiik antioksidan aktivite etanol ve metanol
cozgenlerinin %100 oraninda kullanildig1 6rneklerde gozlemlenmistir. En yiliksek antioksidan
aktivite su ile ekstrakte edilen kegiboynuzu 6rneginde gézlemlenmis (Tablo 4.2) ve bunu %50
etanol ve %50 metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin takip ettigi belirlenmistir.
Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde 6rneklerin antioksidan kapasiteleri arasinda
onemli bir fark bulundugu (P<0,05) belirlenmis ve drnekler arasindaki farkliliklar Fisher’in en

kiigiik anlamli farklar yontemine gore degerlendirilerek harflendirme yapilmstir.

Tablo 4.2. Ke¢iboynuzu 6rneklerinin antioksidan aktivite degerleri.

Antioksidan Aktivitesi
Cozgen (nmol Trolox/g)
Su (S) 19731,08+0,86
Etanol (E) 2171,51£0,20°
Metanol (M) 7323,08+0,37°
%50 Etanol (ES) 19785,06+1,20°
%50 Metanol (MS) 17076,37+1,86°

(st simge olarak gosterilen farkh harfler 6rnekler arasinda énemli bir fark oldugunu gostermektedir (P<0,05)

Iki farkli bugday kepegi tiiriiniin farkli ¢dzgenler kullanilarak ekstrakte edildigi ve farkl
yontemlerle antioksidan kapasitelerinin belirlendigi bir calismada akron bugdaymnin en
yiiksek antioksidan kapasitesi (% 41,43 kalan DPPH yiizdesi) etanolde, en diisiik antioksidan
kapasitesi (% 16,87 kalan DPPH yiizdesi) %70 metanol ekstraktinda bulunmustur. Diger bir
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tiirli olan trego bugdayinda da en yiiksek (% 53,85 kalan DPPH yiizdesi) etanolde, en diisiik
yine (% 24,60 kalan DPPH yiizdesi) %70 metanolde bulunmustur (Zhou ve Yu, 2004).

Cig ve islenmis baklagillerin farkli ¢cozgenler kullanilarak ekstraksiyon isleminin gergeklestigi
bir ¢alismada, %80 metanol ve %70 aseton kullanilmistir. Genel olarak ¢ig baklagillerde daha
kuvvetli antioksidan kapasitesi bulunmustur. Cesitli isleme yontemlerinin (kuru isitma,
otoklavlama, 1slatma ve otoklavlama) antioksidan kapasitesini degistirdigi tespit edilmistir.
Metanolle ckstrakte edilen islenmis baklagillerin antioksidan aktivitesi asetonla ekstrakte

edilenlere gore daha yiiksek ¢ikmistir (Nithiyanantham vd., 2012).

E M MS ES

Sekil 4.2. Farkli c¢ozgenlerle ekstrakte edilen keciboynuzu orneklerinin antioksidan

aktiviteleri (Soldan saga S:Su, E:Etanol, M:Metanol, MS:Metanol %50, ES:Etanol %50).
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Beyaz ve yesil cayda iki farkli ¢ozgenin ve farkli ekstraksiyon stirelerinin uygulandigi bir
calismada, antioksidan kapasitesi ve fenolik igerikleri arasinda yiiksek korelasyon
hesaplanmistir. Calismada ¢dzgen olarak su, su ve limon suyu, farkli konsantrasyonlarda
(%10, %40, %70) etanol, beyaz ve yesil cay yapraklar1 ile ekstraksiyon yapilmistir.
Ekstraksiyonun 5., 15. ve 30. dakikalarda antioksidan kapasiteleri 6l¢iilmiistiir. Genel olarak
yesil ¢ay yapraklarinin antioksidan kapasitesi daha yiiksek ¢cikmistir. En yiiksek antioksidan
aktivitesi 30 dakika ekstraksiyon yapilan %40 etanol (14,5 mg trolox/L ) ekstraktinda
bulunurken, en diisiik aktivite 5 dakika %70 etanolde ekstraksiyon yapilan (3,45 mg trolox/L)
ornekte bulunmustur (Rusak vd., 2008).
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4.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Calismamizda farkli ¢ozgenler kullanilarak ekstrakte edilen keciboynuzu Orneklerinin
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli mikroorganizmalarina
kars1 antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Escherichia coli bakterisine karsi su ve %50 etanol
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi oldugu bulunurken, diger ¢dzgenlerin antimikrobiyal
etkisi belirlenememistir. %50 metanol ekstraktinin (MS) Pseudomonas aeruginosa
bakterisine karsi antimikrobiyal etkisi bulunurken diger ¢ozgenlerin etkisi bulunmamustir.
Metanolde ¢ozgen miktar1 15 mL den 25 mL ve 50 mL’ye cikartildiginda da herhangi bir
antimikrobiyal etki goriilmemistir. Bununla birlikte su, etanol, metanol ve bunlarin sulu
¢ozeltilerinin hicbirinde Staphylococcus aureus bakterisine karst antimikrobiyal etki

gbzlemlenmemistir.

Kegiboynuzu orneklerinin sulu ekstraktlari Escherichia coli bakterisine karsi en yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahipken (Sekil 4.3), ¢6zgen miktarim1 yariyariya indirdigimizde
herhangi bir aktivite gézlenmemistir. %100 etanol ekstraktinda higbir etki gézlenmezken,

%50 etanol ekstraktinda 9,44 mm (Sekil 4.4) ortalama zon ¢ap1 6l¢iilmiistiir.

Sekil 4.3. Sulu ekstraktin Escherichia coli bakterisine karsi etkisi.
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Sekil 4.4. % 50 etanol ekstraktinin Escherichia coli bakterisine karsi etkisi.

Antep fistig1 kabugu, ceviz yapragi, nar kabugu ve portakal kabugunun 5 farkli ¢ozgen ile
hazirlanan ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivitenin arastirildig: bir ¢alismada, ¢6zgen olarak
aseton, metanol, etanol, kloroform ve etil asetat kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin en
yiiksek ¢iktig1 bakteri Bacillus brevis (8-16 mm arasinda) olmustur. Metanol ile hazirlanan
bitki ekstraktlarinda antep fistig1 kabugu, ceviz yapragi ve nar kabugu ekstraktlarinin test
mikroorganizmalarina karst 8-14 mm arasinda degisen inhibisyon zonlari olusturdugu
goriilmiistiir. Antep fistig1 kabugu kloroform ekstraktlar1 B. brevis’te 16 mm’lik inhibisyon
zonu olustururken Escherichia coli’de herhangi bir zon olusturmamistir. Calismada kullanilan
farkli bitki ekstraktlarinin ayn1 mikroorganizmaya kars1 farkli oranda antimikrobiyal aktivite

gosterdigi saptanmistir (Zoral ve Turgay, 2014).

Farkli ¢ozgenler ile ekstrakte edilen yesil ceviz kabuklarinin ve yapraginin antimikrobiyal
aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada, metanol ve su ¢dzgenleri kullanilmistir. Orneklerin
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, bazi1 Candida
albicans ve diger Candida tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Cozgenler
arasinda bakterilerin suya karsi daha direngli olduklart metanollii ekstraktlarin daha fazla

antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit edilmistir (Yigit vd., 2009).

4.4. FTIR Analizleri

Bu calismada FTIR yonteminin istatistiksel analizler ile birlestirilerek, farkli ¢ozgenler
kullanilarak ekstrakte edilen kegiboynuzu meyvesinin toplam fenolik madde miktari,
antioksidan kapasitesi gibi kalite parametrelerini tahmin etmede hizli ve giivenilir bir yontem
olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Ayrica FTIR spektrumu incelenerek Ornekler

arasindaki makromolekiiler farkliliklar da ortaya konulmustur.
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FTIR spektroskopisi ile analiz sonucunda elde edilen spektrumda 4000 ile 450 cm™
dalgaboyu arasindaki bolge (MIR) araliginda, su, etanol, etanol/su, metanol ve metanol/su
olmak tizere bes farkli ¢oziicli ile elde edilen kegiboynuzu meyvesinin ekstraktlarinin
degerlendirilmesi yapilmis ve FTIR spektrumu Sekil 4.5’te, spektrumlarina karsilik gelen
fonksiyonel gruplar Tablo 4.3’te verilmistir. Grafik incelendiginde, ke¢iboynuzu meyvesinin
farkli ¢oziicl tipleri i¢in benzer spektrumlar verdigi goriilmiistiir. Elde edilen spektrum
incelendiginde en belirgin piklerin; 3332, 1653 ve 1087 Cm'l’dalga boylarindaki pikler oldugu
goriilmiistiir. Hidrojen baglarinda ve molekiiller aras1t H baginda meydana gelen O—H gerilme
titresimleri ve proteinlerin N—-H gerilme (Amid A) titresimleri 3550-3200 cm ™ deki pikler
icin polisakkarit ve proteinlerin amid bolgesi olarak belirlenmistir (Dogan vd., 2007).
Calismada elde edilen 3332 cm’ deki dalga boyundaki pik de bu fonksiyonel gruplardaki
bilesikler olarak yorumlanmistir. 1653 cm ™V de elde edilen pikin yapisal proteinlerin amid I
titresimlerine karsilik geldigi seklinde belirlenmistir. Amid I bolgesinin esas olarak protein
amid C=0 gerilme titresimleri ile iligkilidir. Bu titresim pozisyonu protein konformasyonuna
duyarlidir (Dogan vd., 2007). Ayrica ¢alismada 1087 cm™ dalga boyunda elde edilen pik;
1111-1097 cm™ dalga boylar1 arasinda meydana gelen fonksiyonel gruplari —CH egilme ve —
CH titresim deformasyonu olarak belirlenmistir. Bu dalga boyunda belirlenen pik yag asitleri

bolgesi olarak tanimlanmistir (Rohman ve Che Man, 2010; Christou vd., 2018).
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Sekil 4.5. Kegiboynuzu ekstraktlarinin FTIR spektrast.
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Tablo 4.3. Keciboynuzu meyvesinin spektrasina karsilik gelen fonksiyonel gruplar (Dogan
vd., 2007; Rohman ve Che Man, 2010).

Dalga boyu (cm™)

Dalga boyuna karsi gelen
fonksiyonel grup

Fonksiyonel gruba karsihik
gelen organik bilesik

3386-3326 O-H and N-H grubu Polisakkaritler, protein
1653 C=0 bag Protein
1111-1097 —CH, -CH Yag asitleri

PLS regresyon analizi sonuclartyla ke¢iboynuzu meyvesinin antioksidan aktivitesi tahmin
edilmeye c¢alisilmistir. Analiz sonucu elde edilen antioksidan aktivite sonucuyla FTIR
spektroskopisi ile elde edilen verilerin PLS analizi sayesinde tahmin edilen antioksidan
aktivitesi birbirlerine kars1 grafiksel olarak gosterildiginde elde edilen R degeri 0,9893 (Sekil

4.6) olarak bulunmustur. Bu degerin 1’e yakin olmast modelin iyi bir tahminleyici oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.6. FTIR spektral verisinin PLS ile analizi sonucunda elde edilen tahmini ve 6l¢iilen

antioksidan aktivite degerlerinin birbirine kars1 grafigi.

PLS regresyon analizi sonuglariyla kegiboynuzu meyvesinin toplam fenolik madde miktar1
tahmin edilmeye ¢alisilmistir. Analiz sonucunda ¢ikan toplam fenolik madde miktar1 ile FTIR

spektroskopisi ile elde edilen verilerin PLS analizi sayesinde ¢ikan tahmini toplam fenolik
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madde miktar: birbirlerine karsi grafiksel olarak gosterildiginde elde edilen R? degeri 0,9982
(Sekil 4.7) olarak bulunmustur. Bu degerin 1’e yakin olmasi modelin iyi bir tahminleyici

oldugu sonucunu ¢ikarmaktadir.

Yesil ceviz kabuklarinda biyoaktif 6zelliklerin FTIR spektroskopisi yontemiyle tahmin
edildigi bir calismada, alti farkli ¢ozgen kullanilmistir. Toplam fenolik madde miktari,
antioksidan kapasitesi ve antimikrobiyal 6zellikleri belirlendikten sonra ekstraktlarin FTIR
spektral verileri karsilastirllmistir. PLS regresyon analizi yardimiyla FTIR analiz sonuglari
karsilastirilarak toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasitesi tahmin edilmeye
calistimistir. Olgiilen toplam fenolik madde miktar1 ile FTIR verisi ile elde edilen tahmini
toplam fenolik madde miktar1 birbirine kars1 grafiksel olarak gosterildiginde R? degeri 0,979
cikmistir. Aymi sekilde antioksidan aktivitesi igin R® degeri 0,993 cikmistir. Bu degerin 1’
yakin olmasi modelin tahmin yeteneginin iyi oldugunu gostermektedir. FTIR yonteminin hizli
ve gilivenilir bir yontem olarak bagarili bir sekilde uygulanabilir oldugu belirlenmistir

(Kadiroglu ve Ekici, 2018).
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Sekil 4.7. FTIR spektral verisinin PLS ile analizi sonucunda elde edilen tahmini ve 6lciilen

toplam fenolik madde miktarlarinin birbirine kars1 grafigi.

Keciboynuzunun orjininin FTIR spektroskopisi ve kemometrik yontemlerle siniflandirildig:
bir calismada, 7 farkl iilkeden elde edilen ke¢iboynuzu meyveleri analiz edilmistir. Kibris,
Yunanistan, Italya, Ispanya, Tiirkiye, Urdiin ve Filistin’den alian drneklerin tohum ve etli

kisimlart incelenmistir. PLS regresyon modeli ile genel olarak en dogru siniflandirma
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yapilabilmistir. Kemometrik yontemlerle ke¢iboynuzu meyvesinin kokenine ve tiirlerine gore

ayrim yapilabilmistir (Christou vd., 2017).

Ke¢iboynuzunun orjininin FTIR spektroskopisi ve kemometrik yontemlerle tespit etmeye
calisilan bir caligmada, Fas bolgesindeki cesitli kegiboynuzu agaclarindan elde edilen
meyvelerin tohum ve etli kisimlar1 alinarak analiz edilmistir. Aymi sartlarda ve ayni
miktardaki ornekler alinmistir. Sonuglar sunu gostermistir ki spektroskopik ve kemometrik
yontemlerin birlikte kullanilmasi kec¢iboynuzu kokenini ve alt sinifin1 belirlemede yeterlidir

(Alabdi vd., 2011).

Keciboynuzu, dut ve iizim pekmezlerinin tagsisinin tespitinin arastirildigi bir ¢alismada,
FTIR spektroskopisi yontemiyle ¢ok degiskenli yontemler kombine edilmistir. Malatya’dan
52 adet geleneksel yontemlerle {iretilmis dogal pekmez alinmistir. Birde laboratuvar
kosullarinda glikoz surubuyla bilinen pekmez 6rnekleri belli sartlar altinda karistirtlarak kuru
maddesi %50’ye getirilmistir. Ayrica test Orne8i olmasi acisindan da alti adet gergek
karistirilmis kegiboynuzu pekmez 6rnegi pekmez liretim yerlerinden temin edilmistir. PLS
modeli ile saf ve katkili pekmez iiriinlerini ayirt etmek i¢in ornekler kalibre edilmistir. Gergek
ve glikoz surubuyla karistirilmis orneklerin ayr1 ayri FTIR analizi yapilmistir ve spektral
veriler PLS yontemiyle analiz edilmistir. Ornekler 600-4000 cm™ dalga boylarinda ayirt
edilmistir. R? degeri iiziim pekmezi i¢in 0,988, ke¢iboynuzu pekmezi i¢in 0,998, dut pekmezi
icin 0,996 bulunmustur. PLS verilerinin sonuglarina gore ii¢ pekmez tiiriinden de en iist
seviyede hassas, randimanli ve 6zgiin degerler alimmustir. ki yontemin pekmez 6rneklerinin
ayriminda birlikte kullanildiginda ¢ok randimanli oldugu belirlenmistir (Yaman ve Velioglu,

2019).
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5. SONUCLAR

Bu c¢alismada farkli ¢ozgenler kullanilarak ekstrakte edilen kegiboynuzu meyvesinin
antioksidan aktivitesi, toplam fenolik madde miktar1 ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis
ve antioksidan kapasitesi ile toplam fenolik madde miktar1 parametreleri FTIR spektroskopisi

verilerinin PLS regresyon yontemi ile analiz edilmesi ile tahmin edilmeye ¢aligilmistir.
Calisma boyunca elde edilen veriler su sekilde 6zetlenebilir:

- Toplam fenolik madde miktar1 en yliksek metanol (M) ekstraktinda, onu takiben su (S)
ekstraktinda belirlenmistir.

- Antioksidan kapasitesi en diisiik etanol (E) ve metanol (M) ¢ézgenlerinin kullanildig:
keciboynuzu orneklerinde gézlemlenmistir. En yliksek antioksidan aktivite su ile ekstrakte
edilen keciboynuzunda gbézlemlenmistir. Daha sonra %50 etanol ve %50 metanolde yiiksek
antioksidan aktivite bulunmustur. En diisiik antioksidan aktivite etanol ¢ozgeni ile ekstrakte
edilen 6rnekte bulunmustur.

- Calismada farkli ¢ozgenler kullanilarak ekstrakte edilen keciboynuzu oOrneklerinin
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli mikroorganizmalarina
kars1 antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Su ve %50 etanol ve %50 metanol de antimikrobiyal
etki bulunurken etanol ve metanolda higbir etki goriilmemistir. Escherichia coli bakterisine
kars1 su ve %50 etanol de antimikrobiyal etki bulunurken, diger bakterilerde bir etki
goriilmemistir %50 Metanol de Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi antimikrobiyal
etki bulunurken diger ¢ozgenlerde etki bulunamamistir. Metanolde ¢6zgen miktar1 15 mL den
25 mL’e ve 50 mL’e ¢ikartildiginda da herhangi bir etki goriilmemistir. Bununla birlikte su,
etanol, metanol ve bunlarin sulu ¢6zeltilerinin higbirinde Staphylococcus aureus bakterisine
kars1 antimikrobiyal etki gozlemlenmemistir. Sulu ekstraktlar en yiiksek antimikrobiyal etkiye
sahipken ¢6zgen miktarini yariyariya indirdigimizde de herhangi bir aktivite gozlenmemistir.
%100 Etanol ekstraktinda higbir etki gozlenmezken, %350 etanol ekstraktinda 9,44 mm
ortalama zon ¢ap1 Sl¢iilmiistiir.

- FTIR spektrumlarina karsilik gelen fonksiyonel gruplar incelendiginde, ke¢iboynuzu
meyvesinin farkli ¢6ziicii tipleri i¢in benzer spektrumlar verdigi gériilmiistiir.

- PLS regresyon analizi sonucunda Olglilen antioksidan aktivite degerleriyle FTIR

spektroskopisi ile tahmin edilen antioksidan aktivitesi degerleri incelendiginde R? degeri
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0,9893 olarak bulunmustur.

- PLS regresyon analizi sonuglariyla keciboynuzu meyvesinin TFM miktar1 tahmin
edilmeye calisilmistir. Analiz sonucunda ¢ikan TFM miktar ile FTIR spektroskopisi ile elde
edilen veriler kullanilarak PLS regresyon analizi sonucunda elde edilen grafik incelendiginde

R? degeri 0,9982 olarak bulunmustur.
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